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摘 EB: 本 试验 则 在 研究 蛋氨酸 三 肽 (Met-Met-Met) 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (BMECs) MWE 


白 和 小 肽 转运 载体 基因 


达 量 的 影响 。 采 上 月 


日 酶 消化 法 培养 的 第 3 代 奶 牛乳 腺 


和 小 肽 转运 载体 基因 表达 量 的 影响 


上 皮 细 胞 为 模 


型 ， 各 处 理 在 培养 基 中 分 别 添加 0 OWNER . 40. 50. 60. 70 和 80 ug/mL 的 蛋氨酸 三 肽 ， 


每 个 处 理 5 个 重复 ， 每 个 重复 1 个 培养 孔 ， 分 别 培养 细胞 24、48 和 72 h， 检 测 奶牛 乳腺 上 
皮 细 胞 的 相对 增殖 率 ， 整体 试验 重复 2 次 ， 


0 (对照 ) 、40、50、60、70 和 80 ug/mL 的 蛋氨酸 三 肽 ， 每 个 处 理 3 8 


确定 最 佳 培养 时 间 ; 各 处 理 在 培养 


基 中 分 别 添加 


E 复 ， 每 个 重复 1 


个 培养 孔 ， 以 最 佳 培养 时 间 培 养 ， 用 实时 定量 PCR 法 检测 栈 蛋 白 基 因 的 表达 


量 ， 确 定 适 宜 


和 蛋氨酸 三 肽 浓度 ， 整体 试验 重复 3 次 ; 以 最 佳 培养 时 间 和 适宜 和 蛋氨酸 三 肽 浓度 培养 细胞 ， 以 


未 添加 蛋氨酸 三 肽 的 培养 基 为 对 照 ， 每 个 处 理 3 个 重复 , 每 个 重复 1 个 培养 孔 , 测定 小 肽 转 


运载 体 基因 的 表达 量 ， 整 体 试验 重复 3 次 。 


结果 表明 : 在 培养 基 中 添加 蛋氨酸 


三 肽 培养 奶牛 


乳腺 上 皮 细 胞 24h 时 ， 相 对 增殖 率 最 高 ; 培养 基 中 加 入 60 pg/mL 的 蛋氨酸 三 肽 培养 细胞 24 


h，osl- 酷 重 白 和 B- 栈 蛋白 的 基因 表达 量 最 高 ， 


和 小 肽 转运 载体 2 基因 表达 量 显著 高 于 对 照 处 到 


ug/mL 的 蛋氨酸 三 肽 能 够 提高 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 


关键 词 : 


中 图 分 类 号 : S823 


司 时 发 现 奶 牛乳 脲 上皮 细胞 中 小 肽 转运 载体 1 


E (P<0.05) 。 综 上 所 述 ， 培 养 基 中 添加 60 


乳 蛋 白 是 评价 牛奶 品质 的 重要 指标 之 一 。 酷 蛋白 含量 占 总 乳 和 蛋白 含量 的 


osl- 酷 蛋白 (CSN1S1) 、ow- 酷 蛋 


Á (CSN1S2) 、B- 酷 蛋白 


(CSN2) All «-H E A 


蛋白 和 肽 转运 载体 基因 的 表达 量 。 
和 蛋 氮 酸 三 肽 ;奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 ， 酪 蛋白， 小 肽 转运 载体 


80%， 它 包括 


(CSN3) 


4 种 , xx A 种 酷 蛋 白 的 比例 分 别 为 36.596940. 796. 9.796-10.296. 26.896-30.596. 6.896-9.7991! , 


前 人 研究 认为 游离 氨基 酸 是 可 以 满足 动物 机 体 各 组 织 合成 代谢 的 需要 所 ， 但 新 近 的 研究 发 
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Hi. 在 反刍 动物 体内 存在 着 小 肽 吸收 的 过 程 , 其 血液 循环 


胞 (BMECs) 的 乳 蛋 白 合 成 ， 并 在 一 定 程度 上 弥补 了 乳腺 合成 乳 蛋 白 


入 不 足 的 问题 申 。Backwell 等 外 给 泌乳 奶牛 提供 


\ 
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! 的 小 肽 可 以 参与 奶牛 乳腺 上 皮 细 


过 程 中 游离 氨基 酸 所 


以 二 上 肽 形式 结合 的 组 氨 酸 和 相同 数量 的 游离 


组 氨 酸 ,试验 结果 表明 前 者 可 以 促进 乳腺 合成 更 多 的 乳 蛋 白 。Wangl | 发 现在 BMECs 培养 时 


加 入 氨基 酸 二 肽 ， 可 以 使 细胞 合成 乳 蛋 白 量 的 提高 。 高 学 分 


添加 了 不 同 浓度 的 蛋氨酸 -蛋氨酸 


和 蛋氨酸 二 肽 ， 并 已 证 实 添加 适宜 浓度 的 二 上 肽 可 以 促进 CSN2 基因 条 


uo 


蛋白 的 表达 。 


等 四 也 在 培养 BMECS 的 过 程 中 


肽 、 和 蛋氨酸 - 赖 氨 酸 二 肽 、 赖 氨 酸 - 赖 氨 酸 二 肽 和 赖 氨 酸 - 


目前 已 经 证 明 奶 牛乳 腺 组 织 内 存在 2 种 小 肽 转运 载体 ， 即 小 肽 转运 载体 1 CPepTI) 和 


小 肽 转运 载体 2(PepT2) U9, 3x 2 种 载体 是 根据 自身 系统 内 部 的 定向 质子 梯度 和 负 膜 电位 


来 发 挥 其 转运 作用 "它们 可 以 转运 大 部 分 二 肽 和 三 肽 ， 但 一 般 不 能 转运 3 个 以 上 和 氨基酸 


残 基 构 成 的 肽 中 1。 


在 BMECs 合成 乳 和 蛋白 的 研究 过 程 中 ,关于 第 1 限制 全 


FE 氨基 酸 重 氨 酸 所 组 成 的 二 肽 已 经 


有 了 初步 的 研究 ， 但 对 和 蛋氨酸 三 肽 (methionyl-methionyl-methionine,Met-Met-Met) 的 研究 未 


见报 道 。 所 以 本 试验 在 BMECs 培养 过 程 中 添加 不 同 浓度 的 和 蛋氨酸 三 肽 ， 研 究 其 对 BMECSs 


相对 增殖 率 、 栈 蛋白 和 小 肽 转运 载体 基因 表达 量 的 影响 , 以 期 为 提高 乳 蛋白 产量 和 改善 牛奶 


品质 提供 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


DMEM/F12 培养 基 、I 型 胶原 酶 、 双 抗 〈 青 霉 素 - 链 霉 素 ) 、0.25% 胰 和 蛋白 


乙酸 (EDTA) 、 胰 铝 素 转 铁 蛋 白 溶 液 均 购 自 Gibco 公司 ; 


胎 牛 1 


清 


酶 / 乙 二 腕 四 


(FBS) Jj 


E BI 公司 ; 


组 织 /细胞 总 RNA 提取 试剂 盒 (DP431) 购 自 TIANGE 公司 ; PrimeScript^! Master Mix 试剂 


ft. SYBR Premix Ex Taq’ II, ABI Prism'" (KR0390-v8.13) 、6x 上 样 缓冲 液 、DL 2000 


分 子 质 量 标 准 均 购 自 上 海 TAKARA 公司 ; 氧化 可 的 松 购 自 Sigma 公司 ; EME (MTT) ~ 


— FASE WER (DMSO) 和 两 性 霉 素 B 均 购 自 Amresco 公司 ; PERERA (DPBS) 购 自 


HyClone 公司 ; 和 蛋氨酸 三 肽 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 合成 ， 合 成 报 


三 肽 纯度 为 98.10%， 相 对 分 子 质 量 为 411.61。 


: 二 氧化 碳 (CO) 恒温 培养 CHF-240, 力 


主要 仪器 


告 显示 和 蛋氨酸 


未 生物 医疗 科技 控股 有 限 公司 ; 
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倒置 显微镜 COlympuse 公司 ) ; 全 


自动 酶 标 仪 (Synergy H4,Bio Tek 公司 ) ; BARE PCR fX 


CVeriti Thermal Cycler, Thermo 公司 ) ;实时 定量 PCR 仪 和 电泳 仪 (Bio-Rad 公司 ) o 


1.2 试验 设计 


本 试验 采用 单 因素 完全 随机 试验 设计 。 各 处 理 在 培养 基 中 分 别 添加 0 (对 照 ) 、 


40、50、 


60. 70 和 80 pg/mL 的 蛋氨酸 三 肽 ， 每 个 处 理 5 个 重复 ， 每 个 重复 1 个 培养 孔 ， 分 别 培养 细 


胞 24、48 和 72 nh， 检测 BMECs 的 相对 增殖 率 (relative growth rate, RGR) ， 整 体 试验 重 


复 2 次 ， 确 定 最 佳 培养 时 间 ; 各 处 理 在 培养 基 


80 ug/mL 的 和 蛋氨酸 三 肽 ， 每 个 处 到 


用 实时 定量 PCR 法 检测 


E. 


蛋白 基因 的 表达 量 ， 


1 分 别 添加 0 (对 照 )》、40、5$0、60、70 和 
3 个 重复 ， 每 个 重复 1 个 培养 孔 ， 以 最 佳 培养 时 间 培 养 ， 
确定 适宜 和 蛋氨酸 三 肽 浓度 ， 整 体 试 验 重 复 3 


次 ; 以 最 佳 培养 时 间 和 适宜 蛋氨酸 三 肽 浓度 培养 细胞 , 以 未 添加 蛋氨酸 三 肽 的 培养 基 为 对 照 ， 


每 个 处 理 3 个 重复 , 每 个 重复 1 个 培养 孔 , 测定 小 肽 转运 载体 基 


3 次 。 


1.3 BMECs 培养 方法 


BMECs 采用 酶 消化 法 获得 。 取 健康 的 荷 斯 坦 奶牛 乳腺 组 织 ( 内 蒙古 呼和浩特 北 亚 清真 


冷 HE) , 分 离 去 除 组 织 表面 ， 


将 组 织 块 放 入 超 净 台 ， 


离心 管 


用 DPBS 将 组 织 块 洗 净 后 ， 


条 件 下 消化 1h， 每 隔 20 min HSER 


s 


的 表达 量 ， 整 体 试验 重复 


前 去 组 织 块 表层 并 将 去 表层 的 组 织 块 在 


在 深层 组 织 剪 取 约 1 cm? 的 组 织 块 若干， 放 入 预 冷 的 DPBS 中 。 


1 前 成 糊 状 ，1:1 加 入 0.5% 有 上 胶原 酶 溶液 。 将 消化 液 和 组 织 混 匀 后 在 37 “ON 5% CO» 


消化 液 用 孔径 80 目的 细胞 滤 网 过 滤 ， 收 集 细胞 


滤液 ，1 300 r/min 离心 5 min, FF EIS. JNA BMECs 诱导 培养 基 (每 100 mL 的 DMEM/F12 


培养 基 


It 加 入 10% FBS, 1 mL FER-A 0.5 mL 胰岛 素 转 铁 蛋白 、100 pL P515 


E 酶 素 B. 


100 uL ATH) ， 吹 打 均 匀 ， 转 移 至 25 cm 细胞 培养 瓶 中 ， 于 37 CH 5% COP 的 条 件 


下 培养 。 每 日 观察 细胞 的 生长 情况 ， 待 细胞 生长 至 859-9599 融合 度 时 ， 根 据 BMECs 537 


“FFL HR eT AE 
用 第 3 AA 


胞 进行 研究 。 


1.4 测试 指标 与 方法 


1.4.1 


细胞 相对 增殖 率 检测 采 上 月 


胞 对 胰 蛋 白 酶 消化 敏感 性 不 同 的 特点 ， 纯 化 BMECs 并 进 


MTT 法 检测 相对 增殖 率 


H MTT yO) HE 


行 传代 。 本 试验 采 


行 ， 用 以 判定 细胞 活力 。 收 集 第 3 代 BMECs， 
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用 BMECs 诱导 培养 基 悬 浮 细胞 ， 将 细胞 悬浮 液 以 1x10 个 / 孔 的 密度 接种 于 96 和 孔 培养 板 


(Corning, 3599) 上 ， 


养 基 换 成 无 血清 的 BMECs 诱导 培养 基 饥 饿 培养 24 h, 添加 含 不 同 浓度 蛋氨酸 三 肽 的 无 血清 


置 于 37 ON 5% CO, 培 养 箱 中 ， 培 养 48 h 后 吸出 各 孔 内 培养 液 ， 培 


诱导 培养 基 ， 继 续 培 养 24、48、72 h; 在 培养 结束 前 4h, 每 孔 加 入 20 uL MTT (5 mg/mL) ; 


4h 后 弃 上 清 液 ， 每 孔 加 入 150 uL DMSO， 振 荡 10 min 后 ， 用 全 自动 酶 标 仪 检测 各 培养 孔 


的 490 nm 吸光 度 〈OD4oonm) 值 。 每 个 处 理 5 个 重复 ， 每 个 重复 1 个 培养 孔 ， 整 体 试验 重 


复 2 次 。 相 对 增殖 率 计 算 公 式 如 下 : 


相对 增殖 率 (94) = 【试验 处 理 ODao0 wm/ 对 照 处 理 ODaso nm) x100。 


1.4.2 ”实时 定量 PCR 法 检测 酪 蛋白 基因 表达 量 


将 培养 至 第 3 [X0 BMECs， 以 2x10" 个 / 孔 的 密度 接种 于 6 孔 培 养 板 〈Corning，3599 ) 


上 ， 置 于 37 CH 5% CO, 培养 箱 中 ,培养 48 h 后 吸出 各 孔 内 培养 液 ， 培 养 基 换 成 无 血清 的 


BMECs 诱导 培养 基 饥 人 饿 培养 24 h， 添 加 含 不 同 浓度 重 氨 酸 三 肽 的 无 血清 诱导 培养 基 ， 每 个 


处 理 3 个 重复 , 每 个 重复 1 个 培养 孔 ， 按 照相 对 增殖 率 最 佳 的 培养 时 间 进 行 细 胞 培养 ， 培养 


结束 后 ， 将 细胞 总 RNA 按照 组 织 /细胞 总 RNA 提取 试剂 盒 的 方法 进行 提取 ， 总 RNA 的 完 


整 性 和 纯度 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 酶 标 仪 进行 检测 。 反 转录 PCR 按照 PrimeScript” 


Master Mix 试剂 盒 的 方法 进行 ， 得 到 的 cDNA. 用 SYBR Premix Ex Taq’™ HI 试剂 盒 进 行 实时 


定量 PCR， 反 应 体系 为 20 kL， 每 个 重复 进行 3 次 PCR 检测 。 以 本 实验 室 


常 
WEBS (GAPDH) 作为 内 参 基因 ， 对 CSNISI. CSNIS2. CSN2 和 CSN3 基因 的 表达 量 进 


用 的 磷酸 甘油 


行 测定 ， 引 物 序 列 及 参数 见 表 1。 实 时 定量 PCR 的 反应 程序 为 : 95.0 Y 预 变性 30 s; 95.0 C 


变性 30 s; 退火 温度 下 30s; 72.0 CEH 20s, 40 个 循环 。 熔 解 曲 线程 序 为 : 70-95 C, 每 6 


s 升温 0.5%C， 共 5$1 个 


1.4.3 ”实时 定量 PCR 法 检测 小 肽 转运 载体 基因 表达 量 


循环 ， 实 时 定量 PCR 结果 采用 2 人 5 法 进行 相对 定量 分 析 。 


按照 根据 相对 增殖 率 得 到 的 最 佳 培养 时 间 及 根据 酷 重 白 基 因 表达 量 得 到 的 适宜 蛋氨酸 


三 肽 浓度 对 第 3 (BERI 


IT 6 孔 板 的 BMECs 进行 培养 ， 每 个 处 理 3 个 重复 ,每 个 重复 1 个 培 


养 孔 。 培 养 结束 后 ， 进 行 总 RNA 提取 及 反 转 录 。 以 磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 (G4PDH) 作为 内 参 


基因 ， 对 小 肽 转运 载体 (Pep7T1 和 Pep72) 基因 的 表达 量 进行 测定 ， 引 物 序列 及 参数 见 表 1。 


实时 定量 PCR 的 反应 程序 及 熔 解 曲线 程序 同 1.4.2， 实 时 定量 PCR 结果 采用 2° Ct 法 进行 
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105 ”相对 定量 分 析 。 
106 表 1 引物 序列 及 参数 
107 Table 1 Primer sequences and parameters 
GenBank 登录 号 KÈ ” 退火 温度 参考 文献 
基因 Genes 引物 序列 Primer sequences(5'—3') 
GenBank No. Length/bp Tm/C References 
F:AATCCATGCCCAACAGAAAG "T 
osl- 酷 蛋白 CSNISI BC109618 189 59.0 ”Zhou 等 
R:TCAGAGCCAATGGGATTAGG 
F:AGCTCTCCACCAGTGAGGAA 
ov- 酷 蛋白 CSN152 NM-174528.2 150 560 — oW XU 
R:GCAAGGCGAATTTCTGGTAA 
p F:GTGAGGAACAGCAGCAAACA i 
B- 栈 蛋白 CSN2 NM-181008 115 55.0 ”Zhou 等 
R:CCAGGAGCAAAACCAAGAAC 
F:CCAGGAGCAAAACCAAGAAC "-— 
k- 酷 蛋白 CSN3 NM-174294 148 56.0 ”Zhou 等 
R:TGCAACTGGTTTCTGTTGGT 
F:TGGTCAATGAGTTCTGCGAAAG " 
小 肽 转运 载体 1 Pep71 HC-402477 150 55.8 E gl 
R:CGAGGATGGGCGTTAGGTAG 
m F:ATGGCAATGCCCAATGAA — 
小 肽 转运 载体 2 PepT2 NM-001079582 189 59.0 常 晨 城 “ 
R:CACCAACACAGCAACAAACAAA 
F:GGGTCATCATCTCTGCACCT ane 
磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 GAPDH XM-001252479 177 60.0 Zhou 等 
R:GGTCATAAGTCCCTCCACGA 
108 F: 上 游 引 物 ，R: 下 游 引 物 。 
109 F: forward primer; R: reverse primer. 
110 1.5 数据 统计 分 析 
111 试验 数据 采用 SAS 9.0 软件 进行 统计 ， 对 相对 增殖 率 、 酷 蛋白 基因 表达 量 数据 进行 方差 
112 分析 ， 同 时 一 次 线性 和 二 次 曲线 回归 分 析 ; 小 肽 转运 载体 基因 的 表达 量 进 行 上 检验 。P<0.05 
113 ”为 差异 显著 。 
114 2 结 X 
115 2. 和 蛋氨酸 三 肽 浓度 与 培养 时 间 对 BMECs 相对 增殖 率 的 影响 
116 由 表 2 可 知 ， 添 加 不 同 浓 度 的 蛋氨酸 三 肽 培养 细胞 24 h 时 ， 相 对 增殖 率 随 着重 氨 酸 三 
117 ” 肘 浓 度 的 增加 旦 一 次 线性 变化 (P=0.101 2) ， 以 50 pg/mL 剂量 组 最 高 ， 回 归 方 程 为 Y=-0.003 
118 47X+1.223 74, R?-0.646 1， 式 中 针 表 示 笃 氨 酸 三 肽 浓度 ， 了 表示 相对 增殖 率 ， 回 归 曲 线 拟 
119 ” 合 程 度 低 ; 当 培 养 48 h 时 ， 随 着 和 蛋氨酸 三 肽 浓度 的 升 高 ， 相 对 增殖 率 呈 现 先 降低 后 升 高 的 
120 ”二 次 曲线 变化 (P=0.276 2) ， 回 归 方程 为 Y=0.000 1X7-0.014 1X+1.375 8, R?=0.723 8， 式 中 
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了 表示 和 蛋氨酸 三 肽 浓度 ， 了 表示 相对 增殖 率 ， 即 细胞 培养 48 h 时 ，BMECs 会 由 于 和 蛋氨酸 浓 


度 的 升 高 呈现 先 抑制 后 促进 生长 的 变化 ， 但 与 回归 曲线 拟 合 程度 较 低 ， 当 培养 72 h 时 ， 细 


胞 也 随 着 和 蛋氨酸 三 肽 浓度 的 升 高 呈现 与 48 h 时 相同 的 二 次 曲线 变化 趋势 (P=0.0060) ， 回 


归 方 程 为 Y=0.000 1X?-0.006 2X+1.0524，R?=0.994 0， 式 中 对 表示 蛋氨酸 浓度 ,了 表示 相对 增 


Sa 


直率 ， 即 当 培 养 72 h WY, BMECs 会 随 着 香气 酸 三 肽 浓度 的 升 高 呈现 先 抑制 后 促进 生长 的 变 


化 。 在 培养 基 中 加 入 50 pg/mL 的 蛋氨酸 三 肽 培养 细胞 24 bh 后， 相对 增 


Nm 


直率 最 强 ， 最 佳 培养 


时 间 为 24h。 


表 2 和 蛋 氮 酸 三 肽 浓度 与 培养 时 间 对 BMECs 相对 增殖 率 的 影响 


Table2 Effects of Met-Met-Met concentration and culture time on RGR of BMECs % 
蛋氨酸 三 肽 浓度 Met-Met-Met 
培养 时 
li concentration/(ug/mL) P{& P-value 
间 
SEM 
Culture 
40 50 60 70 80 处 理 
time/h 一 次 Linear 二 次 Quadratic 
Treatment 

24 100.00" 104.53” 109.6$”104.77” 93.80 95.531! 0.08 0.0013 0.1012 0.2813 
48 100.00° 102.22® 99.05? 97.155 105.16" 106.01 0.03 0.081 1 0.3200 0.276 2 
72 100.00” 99.36^ 93.81” 97.35? 100.44? 106.64 0.01 0.0018 0.009 6 0.006 0 


同行 数据 肩 标 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) ， 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 下 表 同 。 


Values in the same column with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


22 ”和 蛋氨酸 三 肽 浓度 对 BMECs HE EI AED] 363A E ETE RR 


由 表 3 可 知 ， 培 养 24h 后 ， 随 着 蛋氨酸 三 肽 浓度 的 增加 ，BMECs 内 CSNISI. CSN1S2 


和 CSN2 基因 的 表达 量 都 呈 先 增加 后 降低 二 次 曲线 趋势 变化 ， 回 归 方 程 分 别 为 : 天 -0.000 


9X^-0.119 4X-2.889 4, R?-0.729 0, P=0.271 0; Y=-0.000 5X7+0.074 0X-1.591 1, R?-0.916 


5,P=0.083 5; Y=-0.001 3X?*0.156 6X-3.750 3, R2=0.887 2,P=0.112 8， 式 中 了 表示 和 蛋氨酸 三 肽 


浓度 ， 了 表示 基因 表达 量 ; 说 明 CSN1S1、CSN1S2 和 CSNO 基因 的 表达 量 与 蛋氨酸 三 肽 浓度 


之 间 存 在 剂量 依赖 关系 ,但 相关 并 不 显著 (P>0.05) ; 而 CSN3 基因 的 表达 量 是 随 着 蛋氨酸 三 


肽 浓度 的 增加 呈现 先 降低 后 升 高 的 变化 趋势 ， 回 归 方程 为 Y-0.000 7X -0.084 5X+3.298 3, 


R?-0.921 1, P=0.078 9, RF X RAN EE AIR = IRE, 了 表示 基因 表达 量 。 综 合 来 看 ，60 ug/mL 


对 蛋氨酸 三 肽 对 酷 蛋 白 基 因 表 达 的 促进 作用 较 好 。 
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143 表 3 有 蛋 氮 酸 三 肽 浓度 对 BMECs 酪 蛋白 基因 表达 量 的 影响 
144 Table 3 Effects of Met-Met-Met concentration on expression levels of casein genes in BMECs 
EAR = HIE Met-Met-Met 
P{& P-value 
concentration/(ug/mL) 
基因 Genes SEM g 
处 理 . 
0 40 50 60 70 80 一 次 Linear ”二 次 Quadratic 
Treatment 
asl- 栈 蛋白 CSNISI 1.008 0.44° 0.584 1.08? 0.81° 0.68° 0.03 «0.000 1 0.434 6 0.2710 
as2- 酷 蛋白 CSN1S2 1.00 0.565 0.727 0.94 1.08° 0.91" | 0.03 «0.000 1 0.085 9 0.083 5 
B - 酪 蛋白 CSN2 1.008 0.43° 0.75 1.06* 0.70° 0.44° 0.03 «0.000 1 0.976 7 0.1128 
x -MEA CSN3 1.00*  1.00* 0.66° 0.605 0.66° 0.72 0.02 «0.000 1 0.3253 0.078 9 
145 23 适宜 浓度 蛋氨酸 三 肽 对 BMECs 中 PepT1 和 PepT2 基因 表达 量 的 影响 
146 由 表 4 可知， 与 对 照 处 理 相 比 ，60 hg/mL 的 蛋氨酸 三 肽 能 显著 上 调 PepT1 和 PepT2 的 
147 ”基因 表达 量 (P<0.05) 。 
148 AA 适宜 浓度 蛋氨酸 三 肽 对 BMECs 中 Pep7l 和 Pep72 基因 表达 量 的 影响 
149 Table 4 Effects of Met-Met-Met at proper concentration on expression levels of PepT1 and PepT2 genes in 
= 150 BMECs 
上 EAR IKKE Met-Met-Met 
5 = 基因 Genes concentration/(ug/mL) SEM P {& P-value 
0 60 
小 肽 转运 载体 1 Pep71 1.00 1.76 0.10 0.018 1 
. 小 肽 转运 载体 2 PepT2 1.00 1.55 0.05 0.007 2 
= 151 3 i it 
oS p ET U NY ee k T DIA > 
《9 152 牛奶 中 90% 的 乳 蛋 白 是 由 奶牛 乳腺 组 织 以 血液 中 的 游离 氨基 酸 为 原料 合成 的 ， 但 仍 有 


153 ”10% 是 以 氨基 酸 结合 成 小 肽 形式 用 于 乳 蛋 白 的 合成 A“。 小 肽 在 被 动物 组 织 吸 收 利 用 的 过 程 


154 ”中 主要 依赖 于 其 独立 的 转运 载体 系统 ， 它 是 通过 氧 离 子 (H') MAAT Ca 的 逆 浓 度 梯 


155. 度 进 行 转运 的 ， 并 且 小 肽 转运 载体 具有 转运 速率 快 、 吸 收 耗 能 低 且 不 易 饱 和 的 优点 59， 而 
156 ”氨基 酸 转运 载体 根据 氨基 酸 种 类 不 同 有 不 同 的 转运 载体 及 转运 方式 ， 且 耗 能 多 载体 少 F 
157 ”因此 动物 组 织 对 小 肽 的 利用 效率 在 理论 上 要 高 于 游离 氨基 酸 的 利用 效率 ,小 肽 转运 载体 主要 


n 


158 ”存在 于 溶质 转运 体 15 (solute carrier 15, SLC15) 家 族 ， 其 中 PepT1 和 PepT2 是 泌乳 动物 转 


159 ” 运 小 肽 的 重要 转运 体 , 利用 电子 梯度 逆 浓 度 将 大 多 数 二 肽 、 三 肽 等 小 肽 以 及 许多 拟 肽 物 从 胞 
160 ”外 转运 到 胞 内 ，PepT1 是 一 种 广 谱 的 ， 对 底 物 起 着 低 亲 合力 、 高 容量 的 转运 性 能 的 转运 
161 ”载体 ， 而 PepT2 表现 的 特性 恰恰 与 PepT1 相反 ， 呈 现 底 物 亲 合 力 高 ， 低 容量 的 性 能 哺 ]。 鹤 


i 


3 
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tte BMECs 培养 的 过 程 


Zik, 发现 Pep71 基 


合成 量 显著 减少 ， 
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R-N ARAK CPhe-Phe) 促进 PepT2 基因 的 表达 并 用 于 乳 和 蛋白 的 合成 ， 说 明 


Pep72 在 乳腺 摄取 小 肽 的 过 程 中 均 发 挥 着 重要 的 作用 。 
相对 增殖 率 是 用 来 反映 细胞 活力 和 增殖 的 习 
酪 蛋白 合成 的 前 体 物 时 对 BMECs 活力 的 调节 作 月 


随 着 


Ns 


EXER. f 


胞 培养 时 间 的 延长 ， 出 现 不 同 的 细胞 增殖 


率 ， 即 活力 最 高 ， 这 


与 二 肽 适 1 


1!， 向 培养 基 中 添加 苏 氨 酸 - 杀 丙 氨 酸 - 茶 丙 氨 酸 (Thr-Phe-Phe) 
妹 的 表达 最 著 增 强 ， 同 时 Zhou 等 ?通过 抑制 泌乳 奶牛 乳腺 外 植 体 中 
并 且 在 体外 培养 的 BMECs ERRENA 


PepT| 和 


E 本 研究 中 发 现 ,蛋氨酸 三 肽 作为 
呈 浓 度 依赖 关系 。 当 和 蛋氨酸 三 肽 添加 后 ， 
变化 趋势 ; 在 培养 24 h 时 ， 细 胞 相对 增殖 
直 培 养 时 间 不 同 羽 ， 可 能 是 由 于 三 肽 中 氨基 酸 残 基 个 数 大 于 


二 肽 , 在 进入 细胞 后 加 速 了 细胞 增殖 代谢 的 过 程 , 所 以 长 时 间 的 培养 细胞 可 能 导致 细胞 在 培 


养 过 程 中 出 现 营养 不 足 , 或 因 长 时 间 培 养 的 过 程 中 细胞 在 培养 板 中 生长 过 多 , 代谢 产生 一 些 
不 利于 细胞 增殖 的 物质 而 使 细胞 的 生长 过 程 受 至 


以 最 佳 培 养 时 间 培 养 细胞 ， 发 现 和 蛋氨酸 三 肽 浓度 为 60 g/mL Bj, CSN1S1 F 


it 
pr 
lii 
xi 
zn 

k 


; 当 浓 度 达 到 70 ug/mL 时 ，CSN152 基因 表达 量 最 高 ; 但 CSN3 EAE 


后 升 高 的 趋势 ， 其 原 


外 试验 中 CSN3 基因 出 现 了 一 定 程度 的 下 降 。 本 试验 结果 表明 ,在 培养 基 中 加 入 不 同 谊 度 蛋 


go 5 


因 表 达 出 现 抑制 ， 


这 可 能 是 上 


uit 


Il CSN2 基因 


因 可 能 是 由 于 CSN3 的 主要 作用 是 防止 乳 蛋白 凝集 沉淀 P4， 


酸 三 肽 培养 24h 后 , 在 浓度 为 60 ug/mL 时 CSN1S1 和 CSN2 基因 的 表达 量 最 高 ， 


HT CSN3 在 合成 过 程 中 对 和 蛋氨酸 需要 量 较 少 ， 刊 


培养 BMECs 的 过 程 中 用 重 氨 酸 二 肽 等 量 蔡 代 游离 蛋氨酸 或 替代 1/2 游离 蛋氨酸 ， 


忆 表 达 也 均 出 现 抑制 


小 肽 的 运输 主要 


， 本 研究 结果 与 其 类 似 。 


依赖 于 PepT1 和 PepT2 2 利 


所 以 在 体 


而 CSN3 


dex Ye 


CSN3 d 


Fh 小 肽 转运 载体 , 2 种 小 肽 转运 载体 都 有 显著 


的 底 物 特异 性 ,同时 具有 多 个 跨 膜 结构 中 1。 本 试验 结果 表明 ,适宜 浓度 的 蛋氨酸 三 肽 能 促 


HE PepT1 和 PepT2 基因 的 表达 , ul 


BMECs 对 小 肽 的 具体 利用 机 制 以 及 酷 蛋 白 合 成 中 小 肽 与 游离 气 基 酸 的 最 优 添加 比例 ， 都 有 


EH BMECs 能 够 摄取 和 利用 比 二 肽 更 长 的 肽 链 来 合成 乳 蛋 
白 及 细胞 增殖 所 需 的 骨架 和 蛋白质 等 , 从 而 达到 促 


进 BMECs 增殖 和 酷 蛋 白 合 成 的 目 


待 于 进一步 研究 ， 同 时 其 确切 的 机 理 仍 需 进一步 探讨 。 


4 ai 论 


的 。 然 而 ， 
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215 


对 BMECs 相对 增殖 率 最 高 ， 同 时 可 以 促进 酷 蛋 白 和 2 种 小 肽 转运 载体 基因 的 表达 。 证 明和 蛋 
氮 酸 三 肽 可 以 通过 这 2 种 小 肽 载体 转运 好 


蛋氨酸 三 肽 能 够 调节 BMECs 的 增殖 ， 培 养 基 中 添加 60 ug/mL EARRA 24 h 时 


ly 


细胞 内 ， 并 参与 乳腺 细胞 中 乳 和 蛋白 的 合成 。 
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Effects of Methionine Tripeptide on Expression Levels of Casein and Small Peptide Transporters 
Genes in Bovine Mammary Epithelial Cells 
GUO Chunli DANNi CAO Qina Khas-Erdene AO Changjin® 
(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, 
China) 

Abstract: This experiment aimed to study the effects of methionine tripeptide (Met-Met-Met) on 

expression levels casein and small peptide transporters genes in bovine mammary epithelial cells 

(BMECs). Using BMECs isolated with collagenase digestion method as the model, different 

concentrations [0 (control), 40, 50, 60, 70, and 80 ug/mL] of Met-Met-Met were added in culture 

medium in different treatments and cultured for 24, 48, and 72 h, respectively, and each treatment 
had 5 replicates with 1 culture pore per replicate. The experiment was repeated twice. Relative 


growth rate was measured to determine the optimal culture time. Different concentrations [0 
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(control), 40, 50, 60, 70, and 80 ug/mL] of Met-Met-Met were added in culture medium in 
different treatments and cultured for the optimal time, and each treatment had 3 replicates with 1 
culture pore per replicate. The experiment was repeated for three times. Expression levels of 
casein genes were determined by real-time PCR to determine the optimal Met-Met-Met 
concentration. Using the optimal culture time and Met-Met-Met concentration to culture cells, and 
culture medium without Met-Met-Met was used for control. Each treatment had 3 replicates with 
1 culture pore per replicate. The experiment was repeated three times. Expression levels of peptide 
transporter genes were examined. The results showed as follows: relative growth rate was the 
highest when cells were treated with Met-Met-Met for 24 h; with the suitable culturing time of 24 
h, when adding 60 pg/mL Met-Met-Met, expression levels of Qsi-casein and B-casein gens were 
the highest, meanwhile expression levels of small peptide transporter 1 and 2 genes were 
significantly higher than those in control treatment (P<0.05) . To sum up, adding 60 pg/mL of 
Met-Met-Met can increase expression levels of casein and peptide transporter genes in BMECs. 

Key word: methionine tripeptide; bovine mammary epithelial cells; casein; small peptide 


transporters 


